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　アレルギー性気管支喘息時の気道過敏性発症機序
一過敏性気管支平滑筋におけるCa2＋感受性の変化一
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Probable　Involvement　of　the　Augmented　Agonist－induced　Ca2＋Sensitization
　　　　　　of　Airway　Smooth　Muscle　Contraction　in　the　Pathogenesis
　　　　　　　　　　　　　　of　Airway　Hyperresponsiveness
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はじめに
　種々の刺激に対する気道反応性元進すなわち気道過敏
性（airway　hyperresponsiveness：AHR）とは，さまざ
まな軽微な刺激に対して気道が敏感に収縮反応を生ずる
状態であり，とくにアレルギー性気管支喘息患者に共通
の特徴であり，喘息発作の病態の根幹と考えられてい
る．また，気管支喘息患者から摘出した気道平滑筋自体
の反応性も元進していることが知られている1・2）．このこ
とは，喘息患者では気道平滑筋に何らかの変化が惹起さ
れて平滑筋の収縮性（contractility）が大きくなり，その
結果健常人では何ら変化を起こさないわずかな刺激に対
しても過剰な収縮反応を呈してしまうことが考えられ
る．
　気管支平滑筋の収縮は，平滑筋細胞内のCa2＋濃度が
上昇することにより惹起されることが古くから知られて
いる．この細胞内Ca2＋濃度を上昇させる機序としては，
一般に，細胞膜上の受容体刺激により三量体GTP結合
蛋白質の一っであるGq蛋白質が活性化され，　phospho・
lipase　Cの活性化によるinositol－1，4，5－trisphosPhate
の産生を介して筋小胞体からのCa2＋遊離を促すととも
に，受容体刺激によって細胞膜のCa2＋チャネルが活性
化されて細胞外からのCa2＋流入が引き起こされ，結果
として細胞内のCa2＋濃度が上昇するものと考えられ
ている．このCa2＋はcalmodulinと複合体を形成し
てmyosin　light　chain　kinase（MLCK）を活性化し，
myosin　light　chainがリン酸化されて収縮反応が惹起
される．一方，このようないわば古典的な収縮機構に加
えて，近年，同じ細胞内Ca2＋濃度においてもアゴニス
トによって異なる強さの収縮を示すことが報告され3・4），
アゴニストによる平滑筋収縮に対するCa2＋感受性充進
（Ca2＋sensitization）現象が知られるようになってきた．
　これら一連の収縮にいたるまでの機構を考えた場合，
気管支喘息時にそのいずれかの部分に収縮増強をもたら
すような変化が引き起こされ，気道平滑筋の収縮性の増
大，すなわち気道過敏性が惹起されるとも考えられる．
本稿では，その本態が明らかにされつつある平滑筋収縮
一般におけるCa2＋sensitizationを参考に，気管支喘息
時の気道過敏性発症との関連性にっいて考察することと
する．
平滑筋収縮におけるアゴニスト誘発Ca2＋sensitiza－
　　tion
　近年，実験技術の向上にともない平滑筋の収縮力と細
胞内Ca2＋濃度の同時測定が可能となり，興味深い事実
が明らかとなった．Karakiらの研究グループ3）は，　Ca2＋
蛍光指示薬であるFura－2を用いて大動脈平滑筋の収縮
力と細胞内Ca2＋濃度を同時に測定し，受容体アゴニス
トであるnorepinephrine（NE）とhigh　K＋脱分極刺激
の場合を比較したところ，収縮力はNEの方がより大き
く発生するもののこの時の細胞内Ca2＋濃度レベルはむ
しろhigh　K＋脱分極刺激の場合の方がより高いレベル
にあることを見出した．その後，同様の現象が種々の平
滑筋においても見出され，平滑筋収縮時のアゴニストに
よるCa2＋sensitization機構が提唱された5㌧
　平滑筋収縮におけるCa2＋sensitizationを研究する
ッールと て，α’toxinやβ一escin，　saponinなどの化学
物質を用いて細胞膜透過性を持たせた，いわゆるスキン
ドファイバー標本がしばしば用いられる．通常のintact
な細胞では無刺激下では細胞膜はCa2＋を通過させるこ
とはできないが，スキンドファイバー標本ではCa2＋は
もとよりGTPなどの比較的高分子量の物質まで自由に
細胞内に適用できるようになる．以下にこのスキンド
ファイバー標本を用いたいくつかの検討を紹介し，現在
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までに知られているアゴニスト誘発Ca2＋sensitization
のメカニズムにっいて述べる．
　Kitazawaら6｝は，各種平滑筋のα・toxin処理筋を用
いてCa2†による収縮反応を観察したところ，このCa2＋
による収縮反応は非水解性GTPアナログである
GTPγS存在下で増強されることを明らかにし，　Ca2＋
sensitizationにおけるGTP結合蛋白質の関与を示唆し
た．また，Fujitaら7｝は，モルモット輸精管のβ一escin処
理筋を用いてCa2＋誘発収縮反応がGTP存在下NEの
添加により増強されることを示し，この増強効果が非水
解性GDPアナログであるGD】『βSにより完全に抑制さ
れることを明らかにした．これらのことより，血管や輸
精管などではα1受容体刺激によって活性化される三量
体GTP結合蛋白質であるGq蛋白質がアゴニスト誘発
Ca2＋sensitizationに関与していることが示唆された．
しかしながら，ウサギ腸間膜動脈のβ一escin処理筋にお
いて，Gq蛋白質のエフェクターであるphospholipase
Cに対して阻害効果を有するneomycinはGTPγS誘発
Ca2＋sensitizationに対して影響を及ぼさないことが報
告されており8），少なくともphosphatidylinositol代謝
回転系は関与していないものと考えられる．一方，先の
Fujitaらの報告7）によると，低分子量GTP結合蛋白質
の一つであるRho蛋白質を特異的にADP・リボシル化
して不活化させるボッリヌス菌体外毒素C3を輸精管β一
escin処理筋に前処置すると，　GTP存在下NE誘発
Ca2＋sensitizationが完全に抑制されることを明らかに
した．また，Hirataら9）は，同じようにRhoを特異的に
不活化させるブドウ球菌体外毒素EDINをウサギ腸間
膜動脈saponin処理筋に前処置したところ，　GTPγS誘
発Ca2＋sensitizationが完全に抑制され，このEDIN処
置筋に活性型RhoであるGTPγS－RhoAを適用したと
ころ，Ca2＋sensitizationが引き起こされることを見出
した．同様の報告が各種平滑筋を用いた実験で確認され
ており，アゴニスト誘発Ca2＋sensitizationの発現には
低分子量GTP結合蛋白質であるRhoが関与している
ことが明白となっている．
　Rhoの下流のシグナル伝達に関しては，吉富製薬が開
発したピリジン誘導体であるY－27632を用いて，現在
多くの研究者により精力的に研究されている．Rhoに
より活性化されるプロテインキナーゼとしてはRho
associated　coiled－coil　forming　kinase（p160ROCK）や
protein　kinase　N，　citron　kinaseが知られているが，こ
のY－27632は比較的選択的にp160ROCKを阻害する
という．Uehataら1°｝は，ウサギ大動脈平滑筋のβ一escin
処理筋を用いて検討を行ったところ，Y－27632はCa2＋
による収縮反応にはまったく影響を与えないが，GTPγS
誘発Ca2＋sensitizationを濃度依存的に完全に抑制する
ことを報告している．同様にFuら11｝は，ウサギ肺動脈
?
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Fig．1．　Mechanism　of　the　agonist－induced　Ca2＋
　　　　sensitization　in　smooth　muscle．　Receptor
　　　　StimUlatiOn　CaUSeS　an　inCreaSe　in　CytOSOIiC
　　　　Ca2＋　（［Ca2＋］i）　via　the　activation　of　hetero－
　　　　trimeric　GTP　binding　protein（s）and　Ca2＋
　　　　channels．　The　increased　cytosolic　Ca2＋acti－
　　　　vates　smooth　muscle　myosin　light　chain
　　　　kinase（MLCK）via　the　formation　of　Ca2＋－
　　　　calmodulin　complex．　The　activated　MLCK
　　　　phosphorylates　myosin　light　chain　to　con－
　　　　tract　smooth　muscle．　Simultaneously，　the
　　　　receptor　stimulation　activates　Rho　associaし
　　　　ed　coiled－coil　forming　kinase（pl60ROCK）
　　　　via　the　activation　of　a　monomeric　GTP
　　　　binding　protein，　Rho（probably　RhoA）．　The
　　　　activated　p160ROCK　phosphorylates　smooth
　　　　muscle　myosin　light　chain　phosphatase
　　　　［MLCP（SMPP－lM）］to　inhibit　MLCP　activity，
　　　　leading　to　augmentation　of　the　smooth
　　　　muscle　contraction（舵．　agonist－induced　Ca2＋
　　　　SenSitiZatiOn）．
平滑筋のα・toxin処理筋を用いて，　Y－27632がU46619
誘発あるいはGTPγS誘発Ca2＋sensitizationを完全に
抑制することを示している．また，Rhoの活性化により
myosin　phosphataseが抑制されることが知られてお
り12・13），このような実験事実より現在までのところ，ア
ゴニスト誘発Ca2＋sensitizationが引き起こされるメカ
ニズムとして，平滑筋細胞膜上の受容体刺激により何ら
かのメカニズムを介してRhoの活性化が引き起こされ，
その下流であるp160ROCKの活性化を介してmyosin
phosphataseの抑制が起こり，その結果myosin　light
chainのリン酸化レベルが高レベルで維持されて収縮反
応が増強されるものと考えられている（Fig．1）．
　気道平滑筋においても同様に，アゴニスト刺激時に
Rhoを介するCa2＋sensitization機構が働くことが示
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唆されてきている14’16）．Croxtonら14）やKaiら15）は，イ
ヌ気管平滑筋のβ一escin処理筋を用いて，　acetylcholine
（ACh）やendothelin－1，GTPγS，　AIFτによって誘発され
るCa2＋sensitizationがC3の前処置により抑制される
ことを報告しており，著者らもラット肺内気管支平滑筋
のβ一escin処理筋を用いてACh誘発Ca2＋sensitization
がC3前処置により完全に抑制されることを確認し，さ
らに本平滑筋中にRhoA蛋白質が存在していることを
western　blot法を用いて確認している16）．おそらく気道
平滑筋においても，他の平滑筋と同様，Fig．1と同様の
メカニズムがはたらき，アゴニストによるCa2＋sensiti－
zationが発現するものと考えられる．
過敏性気管支平滑筋におけるアゴニスト誘発Ca2＋
　　sensitizationの変化
　それでは，AHRなどのような平滑筋機能の変化を伴
うような病態時に，はたして平滑筋収縮時のアゴニスト
誘発Ca2＋sensitizationに変化が引き起こされているの
であろうか？
　Satohら17）は，自然発症高血圧ラット（SHR）とその
コントロールであるWistar　Kyotoラットを用いて検討
を行っているが，これらの動物から摘出した冠動脈平滑
筋の特徴として，high　K＋収縮は両群とも同レベルであ
るが，serotonin（5－HT）収縮がSHR群において著明に
増大していることを報告している．この冠動脈のβ一
escin処理筋を作製してCa2＋による収縮反応を観察し
たところ，やはりCa2＋による収縮反応は同レベルであ
るが，一定のCa2＋濃度においてGTP存在下5－HTを処
置するとCa2＋sensitizationが認められ，この5・HT誘
発Ca2＋sensitizationがSHR群でより大きくなってい
ることを見出している．またUehataらlo）は，先に紹介
したp160ROCK阻害薬Y・27632を高血圧ラットに対
してin　vivoにて処置したところ，7時間にも及ぶ血圧
下降作用を有することを見出している．このとき正常血
圧の動物の血圧にはほとんど影響を与えていない．これ
らの結果から高血圧時には血管平滑筋のRhoを介する
アゴニスト誘発Ca2＋sensitizationが充進している可能
性が考えられる．
　AHR時の気道平滑筋についてはこれまでのところ報
告は全くなかったが，ごく最近，著者らは著者らが開発
したラット抗原誘発AHRモデルを用いて，アゴニスト
誘発Ca2＋sensitizationの充進を示唆する実験結果を初
めて得たので紹介する．
　著者らは，ジニトロフェニル化ブタ回虫（DNP－
Ascaris）抗原にて感作したWistar系ラットに同抗原の
エアゾールを反復チャレンジすることにより，気道の炎
症をともなう著明なAHR状態が発現する動物モデルを
開発した18）．このAHRラットの特徴として，気道平滑
Before　C3
　　エ　リコロ
・…「
　　　　　　1μMCa2’　　　100芦MGTP
　　　　　lOOμM　ACh　　　－10μMC●2守
Af、er　C3
（1μ9／ml）
　　　！
　　　　1μMCa2ケー　　　100芦MGTP－　　　　100μMACh　　■■■■　10凹MC●2◆
Fig．2．　Effect　of　CZosτγ元4物吻　bo沈1仇μη2　C3　exoen－
　　　zyme　on　the　ACh－induced　Ca2＋　sensiti－
　　　zation　of　theβ一escin－permeabilized　intra－
　　　pulmonary　bronchial　smooth　muscle　from
　　　the　antigen－induced　airway　hyperresponsive
　　　rats．　After　the　permeabilization　with　10μM
　　　β一escin，　the　Ca2＋（10－6　M）－induced　contractile
　　　responses　in　the　presence　and　absence　of　l　OO
　　　　μMACh　with　lOOμM　GTP　were　observed　as
　　　indicated（Before　C3）．　Then　the　strip　was
　　　incubated　with　C3　exoenzyme（1μg／ml，　for
　　　　20min）in　relaxing　solution，　and　the　con－
　　　tractile　responses　were　re－estimated（After
　　　C3）．
筋組織の細胞膜受容体レベルは正常レベルである
が19・20），摘出した気管支平滑筋自体の収縮性アゴニスト
に対する反応性は大きく冗進しており19　21），一方，この
摘出気管支平滑筋レベルではhigh　K＋脱分極刺激によ
る収縮反応は正常レベルであることを明らかにしてい
る21）．本AHRラットより幅0．2　mm，内径0．5　mmの肺
内気管支平滑筋のリング標本を摘出し，この標本に10
μMのβ一escinを30分間処置することによりスキンド
ファイバー標本を作製して実験に用いた．本β一escin処
理筋のCa2＋による収縮反応を観察したところ，　AHR
群の収縮は正常レベルであることが明らかとなり，
AHR時において少なくともcalmodulin－MLCK系を介
する収縮反応には変化が見られないことが示唆された．
一方，AChおよびGTP存在下，同様にCa2＋による収
縮反応を観察してアゴニスト誘発Ca2＋sensitizationの
変化について検討を行ったところ，AHR群の10－6　M
Ca2＋による収縮反応は正常群のものと比較して約2倍
近くも大きくなっており，さらにこのGTP存在下ACh
によって誘発されるCa2＋sensitizationはC3の前処置
により完全に抑制された（Fig．2）16｝．また，気道平滑筋組
織中のRho蛋白質含量をwestern　blot法を用いて定量
したところ，Fig．3に示すように，　AHR時において
RhoA蛋白質の含量が著しく増大していることを示唆す
る結果が得られた16）．これらの結果より，AHR時には
気管支平滑筋のRhoAを介するアゴニスト誘発Ca2＋
sensitization機構が著しく増強されており，少なくとも
その一部にはRhoA蛋白質のup－regulationが関与し
9
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という報告がなされている24）．現在までのところこれら
cytokine類がRho－ROCKを介する情報伝達系に影響
を及ぼすという報告はなされていないが，我々もAHR
ラットの気管支肺胞洗浄液中にTNF覗やIL－1βが著明
に増加し，気管支平滑筋収縮時のCa2＋sensitization機
構をmodulateしている可能性をつかんでおり（投稿準
備中），今後，AHR時のRhoA蛋白質up－regulationと
の関連性等について解明していく予定である．
　　　　郷、。繊、．彩
Markers　1　2
Fig．3．　Typical　immunoblotting　of　RhoA　protein　in
　　　　intrapulmonary　bronchi　from　normal　rats
　　　　（Control）and　the　antigen－induced　airway
　　　　hyperresponsive　rats（AHR）．　Lane　1；Con・
　　　　trol，　Lane　2；AHR，　Markers；protein　molec－
　　　　ular　weight　markers，　and　GAPDH；glyc－
　　　　eraldehyde－3－phosphate　dehydrogenase　as　a
　　　　tissue　marker．
ていることが示唆された．そして，このCa2＋sensitiza－
tion機構が強く働くたあに，わずかな受容体刺激でも過
剰な気管支平滑筋の収縮反応を呈するというAHR状態
が引き起こされることが示唆された．
AHR発症におけるcytokine類の関与
　このようなAHR時における気管支平滑筋の機能的
変化をもたらす要因として，tumor　necrosis　factor一α
（TNF一α）やinterleukin－1β（IL－1β）などのcytokine類
の関与が示唆されてきている．炎症性メディエーターと
して知られているこれらのcytokine類は，気管支喘息
患者においては気道局所に大量に認められることが広く
知られている．特にTNF覗は，モルモット摘出気管平
滑筋に処置することによりmethacholine収縮を著しく
増強することが報告されており22），また，ヒト培養気道
平滑筋にTNFαを処置することにより三量体GTP結
合蛋白質であるGqあるいはGiがup－regulateされるこ
とが報告され23｝，AHRとの関連性が指摘されている．さ
らに最近，モルモット摘出気管支平滑筋において，
TNF覗が収縮におけるCa2＋sensitizationを増強する
おわりに
　以上，現在までに知られている平滑筋におけるアゴニ
スト誘発Ca2＋sensitizationのメカニズムと著者らの最
近の研究成績を中心にAHRとCa2＋sensitizationの関
連性にっいて述べてきた．しかしながらこのアゴニスト
誘発Ca2＋sensitizationについてはまだまだ解明されて
いない未知の部分が多く，例えば，平滑筋における細胞
膜受容体からRhoにいたるまでのシグナル伝達のメ
カニズムや刺激する受容体の種類によってCa2＋sensiti－
zationの発現に相違が認められる14）メカニズムなど，
今後の研究に期待を寄せたい．一方，著者らは最近，本
ラットAHRモデルにおいて，気管支平滑筋の三量体
GTP結合蛋白質の一つであるGq，　Gl2およびG13蛋白質
が著明に増加していることを明らかにしており，この
Gq蛋白質の増加がRho蛋白質の過剰な活性化に寄与し
ている可能性を示唆している25）．今後，ヒトにおいても
気管支喘息時にこのようなheterotrimeric　G　protein－
Rho－ROCK系を介したアゴニスト誘発Ca2＋sensitiza－
tionが充進していることが証明された場合，　Y－27632
ようないわゆるRho－kinaseの阻害薬をはじめこうし
た過程のいずれかを遮断する薬物は，AHRを抑制する
ような気管支喘息治療薬として有用性が高いものと考え
られる．
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